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Streszczenie

Polifenole jako metabolity wtorne roslin stanowia podstawowa barier¢ dla mikroflory uznanej za cho-
robotwoércza 1 patogenna (wirusy, grzyby, bakterie). Spozywane wraz z pokarmem zdolne sa do wywota-
nia wielu pozytywnych efektow w organizmach ssakow (zwierzat i cztowieka) oraz ptakow. Przypisuje im
si¢ nie tylko wlasciwosci przeciwutleniajace, ale takze obnizajace ci$nienie, przeciwzapalne oraz przeciw-
drobnoustrojowe. Tym samym niestrawione polifenole docierajac do jelit w znacznym stopniu odpowiada-
ja za modulacj¢ mikroflory jelitowej (w tym bakterii z rodzaju Lactobacillus). Jedna z roslin, ktora zawie-
ra duzo zwiazkow polifenolowych jest Rosa rugosa Thunb. — jeden z najpopularniejszych gatunkow
dzikiej rozy wystepujacy na terenie Polski.

Celem pracy byta ocena potencjalu prebiotycznego ekstraktéw polifenolowych surowych i oczyszczo-
nych otrzymanych z wytlokow z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb. w stosunku do bakterii z rodzaju
Lactobacillus (w tym szczepow o potwierdzonych wlasciwosciach probiotycznych). Dominujacymi gru-
pami polifenoli obecnymi w ekstraktach byly elagotaniny i procyjanidyny. W ekstraktach stwierdzono
rowniez obecno$¢ wolnego kwasu elagowego, flawonoli i wolnych katechin. Ponadto ekstrakty oczysz-
czone charakteryzowaty si¢ znacznie wigksza zawartoscig polifenoli w poréwnaniu z ekstraktami suro-
wymi. Przeprowadzono réwniez badania potencjatu prebiotycznego zliofilizowanych ekstraktow w sto-
sunku do bakterii z rodzaju Lactobacillus (w tym szczepu Lactobacillus brevis LOCK 0944
o potwierdzonych wiasciwosciach probiotycznych). W badaniach zastosowano metode turbidymetryczna.
Potencjal prebiotyczny w stosunku do bakterii z rodzaju Lactobacillus wykazywatly jedynie polifenole
w stezeniu 0,156 mg/ml. Powyzej tego stezenia polifenole zawarte w wytlokach z pseudoowocow Ro-
sa rugosa Thunb. dziataty jako czynnik ograniczajacy przyrost biomasy bakterii z rodzaju Lactobacillus.
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Stowa kluczowe: Lactobacillus sp., wzrost bakterii, Rosa rugosa Thunb., polifenole

Wprowadzenie

Rodzaj Rosa (nalezacy do rodziny Rosacea) obejmuje 120 - 200 gatunkow roz-
powszechnionych gtownie w strefie umiarkowanej i subtropikalnej na potkuli poéinoc-
nej [2, 16]. Wérdd licznych gatunkéw mozna wyrozni¢ m.in. Rosa rugosa (znang row-
niez jako réza pomarszczona, karbowana, japonska, fatdzistolistna), wystepujaca na
terenie potudniowo-wschodniej Polski, w Japonii, Chinach, na Kamczatce, Sachalinie
oraz na Poélwyspie Koreanskim [18, 22].

Ze wzgledu na morfologi¢ Rosa rugosa zaliczana jest do szczeciniastych i1 gg-
stych krzewow. Osigga do 2 metrow wysokosci. Pedy Rosa rugosa pokrywaja nierow-
ne kolce oraz wiloski. Lisce sg duze — do 22 cm, szarozielone od spodu i btyszczace
z wierzchu [21]. W okresie kwitnienia Rosa rugosa wytwarza ré6zowe kwiaty (o roz-
nym nat¢zeniu barwy; niekiedy biate), charakteryzujace si¢ wyraznym zapachem [29].
Pseudoowoce Rosa rugosa sa zazwyczaj czerwonej lub szkartatnej barwy. Przybierajg
ksztatt kulisty, butelkowaty lub wydtuzony. Wielkoscia przypominaja groch lub orze-
chy [21]. Wspo6lng cechg rodzaju Rosa jest unikatowy typ reprodukcji. To, co zazwy-
czaj nazywane jest ,,owocem rozy”, w rzeczywistosci stanowi zbioér owocoéw. Tym
samym tworzy tak zwany ,,pseudoowoc”, w ktorym twarde orzeszki (bedace owocem
wlasciwym) znajduja sie wewnatrz migsistej i barwnej okrywy [2, 3, 21, 30]. Owoce
Rosa rugosa sa powszechnie wykorzystywane w gastronomii i ziotolecznictwie.
W zwigzku z duzg zawartoscig witaminy C w $wiezych owocach (1200 =+
2500 mg/100 g) przypisuje si¢ im dzialanie moczopedne, przeciwszkorbutowe i przede
wszystkim przeciwutleniajace [4]. Ponadto ekstrakty z Rosa spp. zawieraja duzo
zwigzkow organicznych, takich jak: karotenoidy, olejki eteryczne, cukry, nienasycone
kwasy tluszczowe, kwasy organiczne. Szeroka gama zwigzkow polifenolowych izolo-
wanych z owocow Rosa rugosa obejmuje miedzy innymi terpenoidy, fenole, tokofero-
le, flawonoidy, garbniki i antocyjany [9, 17].

Ekstrakty z Rosa spp. wykazuja nie tylko duzg aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, ale
takze wlasciwosci: przeciwalergiczne, obnizajace cisnienie, przeciwcukrzycowe, prze-
ciwzapalne, przeciwwirusowe, przeciwdrobnoustrojowe [25]. Tym samym preparaty
z Rosa spp. zdolne sa do hamowania rozwoju bakterii i grzybow uznanych za patogen-
ne i zanieczyszczajace zywnos¢. W literaturze znajduja si¢ doniesienia $wiadczace
o tym, ze ekstrakty ograniczaja rozwdj gatunkow, takich jak: Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus, Enterococcus faecalis, Candida albicans [31].

Roéza jest czgsto stosowana do produkeji olejkoéw eterycznych, kosmetykow, per-
fum [9]. Liczne przemystowe zastosowania owocoOw rodzaju Rosa spowodowaty, ze
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w wielu srodowiskach moze dochodzi¢ do interakcji miedzy polifenolami zawartymi
w owocach a mikroorganizmami. Jedng z matryc, ktéra bez watpienia moze taczyc
metabolity wtorne roslin oraz bakterie z rodzaju Lactobacillus jest zywno$¢ [3].

Celem pracy byla ocena potencjatu prebiotycznego ekstraktow polifenolowych
otrzymanych z wytlokow z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb. w stosunku do bakte-
rii z rodzaju Lactobacillus (w tym szczepow o potwierdzonych wlasciwosciach probio-
tycznych).

Material i metody badan

Material biologiczny stanowity 3 szczepy bakterii z rodzaju Lacobacillus: Lacto-
bacillus acidophilus LOCK 0928, Lactobacillus brevis LOCK 0944 (szczep o potwier-
dzonych wiasciwosciach probiotycznych — PL 214504, B1) [10], Lactobacillus casei
LOCK 0979, ktore zostaly zdeponowane w Kolekeji Czystych Kultur Przemystowych
LOCK105 w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki £.6dzkiej.

Mrozone wyttoki z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb. (Polska Roza, Falenty
Nowe) poddawano 0,5-godzinnej ekstrakcji wodnej w stosunku 1 : 2 (v/v). Nastepnie
wyttoki ekstrahowano dwukrotnie statycznie przez 24 h z uzyciem 60-procentowego
roztworu acetonu lub 60-procentowego etanolu w stosunku 1 : 3 (v/v). Otrzymane
ekstrakty etanolowe i acetonowe zat¢zano w wyparce prozniowej (Hei-VAP Precision,
Heidolph, Schwabach, Niemcy). Nastepnie zatezone ekstrakty acetonowe lub etanolo-
we dzielono na 2 czg$ci. Jedna z nich poddawano oczyszczaniu z uzyciem chromato-
grafii kolumnowej na ztozu Amberlite XAD 1600 N (kopolimer diwinylobenzenu).
Ekstrakty surowe i oczyszczone poddawano suszeniu sublimacyjnemu z uzyciem liofi-
lizatora (Christ, Alpha 1-2 LDplus, Osterode am Harz, Niemcy). W otrzymanych liofi-
lizowanych ekstraktach oznaczano zawarto§¢ wybranych grup polifenoli: elagotanin,
flawonoli 1 flawanoli z uzyciem metod chromatograficznych HPLC opisanych przez
Milale i wsp. [16] oraz Kosmalg i wsp. [12]. Elagotaniny i flawonole oznaczano przy
uzyciu chromatografu Dionex z detektorem Dionex DAD (Dionex, USA) i kolumna
Gemini S5u C18 110A 250 mm x 4,6 mm, 5 um. Do oznaczania flawanoli stosowano
natomiast chromatograf Knauer Smartline (Knauer, Niemcy) z detektorem Knauer UV-
Vis P2800 i detektorem Shimadzu RF-10AXL (Shimadzu, Japonia) oraz kolumng Ge-
mini 5u C18 110A 250 mm x 4,6 mm, 5 pm).

Oceng aktywnosci oddzialywania potencjalnie prebiotycznego badanych ekstrak-
tow w stosunku do bakterii z rodzaju Lactobacillus wykonywano metodg turbidyme-
tryczng. Analizie poddawano cztery ekstrakty z wytlokéw z pseudoowocow Rosa ru-
gosa Thunb.: acetonowy surowy 1 oczyszczony oraz etanolowy surowy i oczyszczony,
o koncowym stezeniu polifenoli w zakresie 0,156 + 0,625 mg/ml. W tym celu zliofili-
zowane ekstrakty rozpuszczano w mieszaninie wody destylowanej i DMSO (dimetylo-
sulfotlenek; Sigma, USA) w stosunku 1 : 2 (v/v).
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Dynamike wzrostu bakterii z rodzaju Lactobacillus w obecnosci polifenoli zawar-
tych w ekstraktach z wytlokéw z pseudoowocoéw Rosa rugosa Thunb. prowadzono
z wykorzystaniem ptytki 96-dotkowej do mikrotestéw (Thermo Scientific, USA).
W tym celu do studzienki w mikrotescie wprowadzano 20 ul 10-krotnie zatezonego
podtoza MRS (de Man, Rogosa and Sharpe — MERCK, Niemcy) oraz 170 pl przygo-
towanych wczesniej ptynnych ekstraktow, ktorych stezenie w studzience wynosito
[mg/ml]: 0,156, 0,313 i 0,625. Przygotowane w ten sposob studzienki zaszczepiano
10 pl 24-godzinnej hodowli bakterii z rodzaju Lactobacillus (o ggstosci komodrek
10° jtk/ml). Proby kontrolne zamiast ekstraktow z wytlokow z pseudoowocow Rosa
rugasa Thunb. dopeliano do 200 ul woda destylowang. Do dotkéw wprowadzano
rowniez po 170 pl ekstraktow, 20 pl 10-krotnie stezonego podtoza MRS oraz 10 pl
podstawowego podtoza MRS. Przygotowane w ten sposob proby postuzyty jako tto
metody.

Zaszczepione plytki 96-dotkowe poddawano inkubacji w temperaturze optymal-
nej do wzrostu badanych mikroorganizméw. Pomiaru absorbancji przy A =560 nm
dokonywano w czasie t =0, 3, 5, 9, 12, 24, 30, 48 h za pomoca automatycznego czyt-
nika mikroptytek (TriStar2 S LB 942, Berthold Technologies, Niemcy). Wyniki przed-
stawiano w postaci wspolczynnika przyrostu biomasy (AA560) obliczonego z rowna-
nia:

AAS60 = Ay, — Ay

gdzie: Ay — ilo$¢ biomasy uzyta do zaszczepienia hodowli, Ay, — ilo$¢ biomasy
w kolejnych jednostkach czasu.

Uzyskane wyniki badan przedstawiono jako warto$ci srednie z co najmniej trzech
powtorzen. Poddano je analizie statystycznej za pomocg testu istotnosci rédznic
ANOVA 7z testem post-hoc Kruskala-Wallisa (p = 0,05) w przypadku obliczenia
wspoétczynnika przyrostu biomasy oraz za pomoca testu ANOVA z testem post-hoc
Dunkana (p = 0,05) w przypadku okreslania zawartosci polifenoli w ekstraktach. Obli-
czenia wykonywano w programie Statistica 12 (StatStoft, Polska).

Wiyniki i dyskusja
Analiza ilosciowa i jakosciowa ekstraktow

W tab. 1. przedstawiono sktad polifenolowy otrzymanych ekstraktow: surowych
i oczyszczonych. Ekstrakty roznity si¢ istotnie zawartoscig polifenoli, przy czym eks-
trakty surowe charakteryzowaty si¢ znacznie mniejszg zawartoscig zwigzkoéw polifeno-
lowych niz ekstrakty oczyszczone. Zawartos¢ polifenoli w ekstraktach surowych wy-
nosita odpowiednio: 8,8 g/100 g s.m. (ekstrakt etanolowy) i 14,9 g/100 g s.m. (ekstrakt
acetonowy), a w ekstraktach oczyszczonych: 29,2 g/100 g s.m. (ekstrakt etanolowy)
133,2 g/100 g s.m. (ekstrakt acetonowy). W ekstraktach wykazano obecnos¢ grupy
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zwigzkow polifenolowych: kwasu elagowego i elagotanin, flawanoli (procyjanidyn
1 wolnych katechin) i flawonoli.

Dominujacg grupe polifenoli obecng w ekstraktach otrzymanych z wytlokoéw
z pseudoowocOw Rosa rugosa Thunb. stanowily elagotaniny. Ich udzial w zaleznosci
od sposobu otrzymania ekstraktu wynosit 52 + 58 %. W ekstraktach obecny byt row-
niez wolny kwas elagowy, ktorego zawartos$¢ nie przekraczata 2 %. Dane literaturowe
potwierdzaja obecnos¢ tej grupy zwiazkéw w rozach. Wedhug Fecka [8] srednia zawar-
tos¢ elagotanin w owocach rdzy miesci si¢ w zakresie 43 + 126 mg/100 g s.m., migzsz
owocOw rézy zawiera ich natomiast 92 + 248 mg/100 g s.m. Koponen i wsp. [11]
podaja natomiast, ze zawarto$§¢ elagotanin w owocach Rosa rugosa wynosi do
110 mg/100 g $wiezego surowca.

Tabela 1. Sklad polifenolowy ekstraktow z wyttokow z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb.
Table 1.  Content of phenolics in extracts obtained from Rosa rugosa Thunb. pseudofruit

Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
etanolowy, etanolowy, acetonowy, acetonowy,
ek Surowy oczyszczony SUrowy oczyszczony
Zwigze Ethanolic Ethanolic Acetone extract, | Acetone extract,
Compound extract, crude extract, purified crude purified
Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych
Polyphenolic compounds content [mg/100 g s.m./d.m.]
Elagotaniny a 15379,7° b 17680,9¢
+ +
Ellagitannins 471437+ 33,8 +1344,9 8649,1"£727.1 +1141,2
Wolny kwas clagowy |50 a4 5 496,6° = 40,1 278,7°£324 | 6458°£298
Free ellagic acid
Flawonole 357,5°= 71,1 | 993,7°£1057 | 6032°+553 | 9784°+1427
Flavonols
Procyjanidyny 3377,5°£87,6 | 10750,1°£6,0 | 51443°+352 | 12475594395
Procyanidins
Wolne katechiny 196,2° + 12,2 1529,6° + 38,5 205,5"+ 6,9 1399,9°+ 5.0
Free catechins
Suma oznaczonych
zwigzkow
polifenolowych
Total of measured 8,8 29,2 14,9 33,2
polyphenolic
compounds
[¢/100 g s.m./d.m.]

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviation; a - d — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami ro6znig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) /
mean values denoted by different letters differ statistically significantly (p < 0.05).
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Druga dominujaca grupe zwigzkow polifenolowych w otrzymanych ekstraktach
stanowity procyjanidyny, ktorych udziat wynosit 35 + 38 %. Teleszko i wsp. [24] po-
daja, ze zawarto$¢ polimerdw procyjanidyn w owocach Rosa rugosa przekracza
25600 pg/g s.m. W badaniach wlasnych zawartos¢ glikozydoéw flawonoli w ekstrak-
tach wynosita 357 +~ 993 mg/100 g s.m., przy czym udzial w ekstraktach surowych byt
0 40 = 75 % mniejszy niz w ekstraktach oczyszczonych. Cunja i wsp. [6] oraz Milala
iwsp. [16] wykazuja obecno$¢ powyzszych zwigzkow w pseudoowocach roz,
a oznaczane zawarto$ci poszczegoélnych sktadnikow wahajg si¢ miedzy 41,2 +
117 mg/100 g s.m. w zaleznos$ci od odmiany roz.

Wplyw ekstraktow na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus

Na przyrost biomasy bakterii Lb. acidophilus EOCK 0928 wptyw mialo nie tylko
stezenie polifenoli zawartych w ekstrakcie z wyttokow z pseudoowocow Rosa rugosa
Thunb., ale takze sam sposob ekstrakcji. Polifenole zawarte w ekstraktach wodno-
etanolowych w stezeniu 0,156 mg/ml niezaleznie od stopnia oczyszczenia ekstraktu
mialy zdolno$¢ do stymulacji stopnia namnozenia biomasy bakterii Lb. acidophilus
LOCK 0928. Zaréwno przy dodatku ekstraktu wodno-etanolowego surowego, jak
1 oczyszczonego, przyrost biomasy bakterii byt o ponad 14 % wigkszy niz w hodowli
kontrolnej. Tym samym w hodowlach prowadzonych z dodatkiem polifenoli zawartych
w ckstraktach wodno-etanolowych biomasa nie przeszta w faz¢ zamierania, tak jak
w hodowlach kontrolnych. Dodatek polifenoli zawartych w ekstraktach wodno-
acetonowych do hodowli bakterii Lb. acidophilus £OCK 0928 skutkowal natomiast
nizszym stopniem namnozenia biomasy w poroéwnaniu z hodowlg kontrolng. Polifenole
w stezeniu 0,156 mg/ml zawarte w ekstrakcie wodno-acetonowym surowym dodane do
hodowli bakterii Lb. acidophilus LOCK 0928 spowodowaly, ze przyrost biomasy
w 12. h inkubacji byt wyraznie mniejszy niz w hodowli kontrolnej (o blisko 20 %).
Tym samym bakterie przechodzac w faze stacjonarng, nie byly w stanie namnozy¢ si¢
do poziomu zblizonego do hodowli kontrolnej. Z kolei polifenole w stgzeniu
0,156 mg/ml zawarte w ekstrakcie wodno-acetonowym oczyszczonym dodane do ho-
dowli bakterii Lb. acidophilus 1LOCK 0928 przyczynily si¢ do osiagniecia przez bio-
mas¢ fazy stacjonarnej w drugiej dobie. Hodowla z dodatkiem polifenoli w stezeniu
0,156 mg/ml zawartych w ekstrakcie wodno-acetonowym oczyszczonym osiggneta
podobny poziom do ilosci biomasy w hodowli kontrolnej (rys. 1A).

Dwukrotne zwigkszenie ste¢zenia polifenoli (do 0,313 mg/ml) spowodowato, ze
we wszystkich badanych przypadkach stopien namnozenia biomasy byt nizszy w przy-
padku hodowli z dodatkiem ekstraktu niz w hodowli kontrolnej. Polifenole w znacz-
nym stopniu wydtuzyly czas trwania fazy adaptacyjnej szczepu Lb. acidophilus L OCK
0928 (do 5 h). W ciagu kolejnych 2 h inkubacji przyrost biomasy byt prawie 10-krotny.
W ciggu nastepnych 13 h biomasa przyrosta 2-krotnie. Stopien namnozenia biomasy
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ulegat zwigkszeniu do 48 godziny inkubacji. Mimo tego byl prawie 2-krotnie mniejszy
niz w hodowli kontrolnej (tab. 2).

Polifenole w stezeniu 0,625 mg/ml zawarte w ekstraktach z wyttokéw z pseu-
doowocow Rosa rugosa Thunb. w znacznym stopniu ograniczyly wzrost bakterii Lb.
acidophilus LOCK 0928 (tab. 2).

Polifenole w stezeniu 0,156 mg/ml zawarte w ekstraktach z wyttokéw z pseu-
doowocow Rosa rugosa Tunb. zarowno stymulowaly przyrost biomasy bakterii Lb.
brevis LOCK 0944, jak i staty si¢ czynnikiem obnizajacym stopien namnozenia bioma-
sy w zalezno$ci od zastosowane]j procedury ekstrakcji. Roznice we wzroscie bakterii
z dodatkiem ekstraktow z wytlokéw z pseudoowocéw Rosa rugosa Thunb. widoczne
byly od 12. h prowadzenia hodowli. W 24. h hodowli ekstrakty: wodno-acetonowy
surowy oraz wodno-etanolowy oczyszczony spowodowaly, ze przyrost biomasy byt
wigkszy o ok. 7 + 10 % niz w hodowli kontrolne;j. Z kolei ekstrakty: wodno-acetonowy
oczyszczony i wodno-etanolowy surowy przyczynity si¢ do tego, ze biomasa bakterii
Lb. brevis LOCK 0944 przyrosta na zdecydowanie nizszym poziomie (o 6 + 12 %)
(rys. 1B).

Dwukrotne podwyzszenie stezenia polifenoli (do 0,313 mg/ml) spowodowato, ze
dodatek ekstraktow wptynagl na obniZenie stopnia namnozenia biomasy w poréwnaniu
z hodowlg kontrolng (tab. 2).

Gdy stezenie polifenoli osiagneto 0,625 mg/ml bakterie Lb. brevis LOCK 0944
nie byly zdolne do wzrostu po dodaniu do hodowli ekstraktu wodno-acetonowego
oczyszczonego oraz wodno-etanolowego surowego. Poziom namnozenia biomasy
z dodatkiem polifenoli (o stezeniu 0,625 mg/ml) zawartych w ekstraktach: wodno-
etanolowym oczyszczonym oraz wodno-acetonowym surowym byl natomiast ponad
4-krotnie mniejszy niz w hodowli kontrolnej (tab. 2).
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Objasnienia / Explanatory notes:
Na rysunku przedstawiono warto$ci §rednie 1 odchylenia standardowe (w postaci stupkdow btedu) / Figure
shows mean values and standard deviations (presented as error bars).

Rys. 1. Przyrost biomasy bakterii z rodzaju Lactobacillus: A — Lb. acidophilus EOCK 0928, B — Lb.
brevis LOCK 0944, C — Lb. casei LOCK 0979 w zaleznosci od dodatku polifenoli w stezeniu
0,156 mg/ml zawartych w ekstraktach z wyttokow z pseudoowocoéw Rosa rugosa Thunb.

Fig. 1. Increase in biomass of Lactobacillus bacteria: A — Lb. acidophilus LOCK 0928, B — Lb.s brevis
LOCK 0944, C — Lb. casei LOCK 0979 depending on polyphenols added at concentration of
0.156 mg/ml contained in extracts from Rosa rugosa Thunb. pseudofruit pomace
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Tabela 2.  Wzrost bakterii Lactobacilllus spp. determinowany zawarto$cia polifenoli w ekstraktach

Table 2.  Growth Lactobacillus spp. bacteria dependent on content of polyphenols in extracts
Przyrost biomasy / Biomass increase [AA560]
Szczep Godzina Ekstrakt wodno-acetonowy / Water-acetone extract
Strain Hour Surowy / Crude Oczyszczony / Purified
0,321 mg/ml 0,625 mg/ml 0,321 mg/ml 0,625 mg/ml
0,076° + 0,012 0+0 0,056° + 0,051 0+0
0,171°+ 0,007 0°+0 0,146°+ 0,074 | 0,076*° +0,003
o 0,481° + 0,008 0°+0 0,488°+0,139 | 0,089*"+ 0,004
L’i‘ géﬁogé’zléus 12 0,556° + 0,005 0™+ 0 0,575°+ 0,121 | 0,171*" £ 0,004
24 0,608°+ 0,005 | 0,052*°+0,012 | 0,574°+0,045 | 0,213*°+0,008
30 0,635°+0,003 | 0,152*°+0,019 | 0,583°+0,043 | 0,235*°+0,009
48 0,651*°+0,004 | 0,157*°+0,008 | 0,623*°+0,004 | 0,028"+0,008
0+£0 0*+0 0°+0 0,058°+ 0,015
0,023*° + 0,009 0°+0 0*°+0 0,049*° + 0,011
. 0,259*" £ 0,056 0°+0 0,043*°£0,011 | 0,052*°+0,014
LLé"CIb(rf);’j . 12 | 0,348 +0,043 | 0,039°+0,019 | 0,128 +0,009 | 0,069°+0,012
24 0,439*°+£ 0,018 | 0,127*°*+0,005 | 0,171*°+0,009 | 0,031*°+0,017
30 0,443*°+£ 0,017 | 0,135*+0,001 | 0,188*°+0,025 | 0,028*°+0,018
48 0,437*°+£ 0,016 | 0,129*°+0,005 | 0,196 +0,009 | 0,014*°+0,013
0+0 0+£0 0°+0 0£0
0+0 0+0 0°+0 0+0
. 0+£0 0+£0 0°+0 0+£0
Lé’éé“gg’m 12 0+0 0+0 0°+0 0+0
24 0,362*°+ 0,039 | 0,049*°+0,041 | 0,103*°+0,036 0°+0
30 0,392*°+£ 0,041 | 0,119*°+0,035 | 0,124*°+0,056 0**+0
48 0,513*°+0,043 | 0,164*°+0,039 | 0,169*°+0,001 0**+0
S ) Ekstrakt wodno-etanolowy / Water-ethanolic extract
Szt::f G%izlﬁla Surowy / Crude Oczyszczony / Purified
0,321 mg/ml 0,625 mg/ml 0,321 mg/ml 0,625 mg/ml
0°+0 0+£0 0°+0 0+£0
0,066 + 0,005 0+0 0+ 0 0°+0
o 0,418+ 0,005 0+0 0,015*°+£0,009 | 0,011°+0,009
L’i‘ géﬁogé’zllgus 12 | 0,509**+0,003 | 0,148°+0,039 | 0,149**+0,021 | 0,085+ 0,039
24 0,529*°+£0,004 | 0,224*°+0,011 | 0,322*°+0,008 | 0,118"+0,022
30 0,542°°+ 0,002 | 0,249*°+0,031 | 0,347*°+0,003 | 0,132%°+0,012
48 0,583*°+ 0,007 | 0,222*°+0,035 | 0,389*°+0,003 | 0,161%°+0,012
0+0 0+0 0,058° + 0,039 0°+0
Lb. brevis 0*° + 0 0+0 0,154** £ 0,039 0°+0
LOCK 0944 0,135*°+ 0,024 0*+0 0,365+ 0,024 | 0,102*°+0,015
12 0,205*° + 0,023 0*°+0 0,456*°+0,021 | 0,182%°+0,017
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24 0,269*° + 0,017 0**+0 0,496*°+ 0,012 | 0,202%° + 0,024
30 0,269*° £ 0,018 0**+0 0,483+ 0,018 | 0,205*° + 0,023
48 0,236 + 0,021 0*° + 0 0,503**+£ 0,026 | 0,183"+ 0,023
0+0 0+0 0,058° + 0,039 0°+0
0*+0 0+0 0,051%° + 0,008 0+0
b . 0°+0 0+0 0,272**+ 0,028 0+0
. casei 0
12 0%+ 0 0+0 0,391%° + 0,021 0+0
LOCK 0979 J i
24 0*° + 0 0°+0 0,544%° + 0,008 0,008 + 0,07
30 0**+0 0**+0 0,567*°+£ 0,013 | 0,055*°+0,019
48 0*°+0 0*°+0 0,567%°+ 0,017 | 0,143%°+0,021

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

Polifenole w stezeniu 0,156 mg/ml zawarte w ekstraktach z wyttokéw z pseu-
doowocow Rosa rugosa Tunb. oddzialywaly réwniez dwojako na przyrost biomasy
bakterii Lb. casei LOCK 0979 — stymulowaty ten przyrost lub byty czynnikiem obniza-
jacym stopien namnozenia biomasy w zaleznosci od zastosowanej procedury ekstrak-
cji. Roznice we wzroscie bakterii z dodatkiem ekstraktow z wytlokow z pseudoowo-
cOW Rosa rugosa Thunb. widoczne byly od poczatku prowadzenia hodowli. W 24
godzinie hodowli ekstrakt wodno-etanolowy oczyszczony spowodowat, ze przyrost
biomasy byt wigkszy o ok. 16 % w stosunku do hodowli kontrolne;j. Z kolei ekstrakty:
wodno-acetonowy surowy i wodno-etanolowy surowy w stezeniu 0,156 mg/ml nie
wplywaly znaczaco na przyrost biomasy bakterii Lb. casei LOCK 0979. Polifenole
zawarte w ekstrakcie wodno-actonowym oczyszczonym do 12 godziny hodowli ha-
mowatly przyrost biomasy bakterii Lb. casei LOCK 0979. Po 48-godzinnej inkubacji
stopien namnozenia biomasy w hodowli z dodatkiem ekstraktu byt nizszy o ok. 30 %
(rys. 1C).

Zastosowanie dwukrotnie wyzszego stezenia polifenoli (0,313 mg/ml) w ekstrak-
cie wodno-etanolowym oczyszczonym nie wptyneto znaczaco na wzrost bakterii Lac-
tobacillus casei LOCK 0979. W przypadku pozostatych trzech badanych ekstraktow
polifenole w nich zawarte wplynety na ograniczenie przyrostu biomasy bakterii Lacto-
bacillus casei LOCK 0979. Stopien namnozenia biomasy byt o ok. 24 % mniejszy przy
stosowaniu dodatku ekstraktu wodno-acetonowego surowego i o ok. 33 % mniejszy —
w obecnosci ekstraktu wodno-acetonowego oczyszczonego. Z kolei ekstrakt wodno-
etanolowy surowy o stezeniu polifenoli 0,313 mg/ml uniemozliwit wzrost bakterii
Lactobacillus casei L OCK 0979 (tab. 2).

Przy stezeniu polifenoli na poziomie 0,625 mg/ml kazdy z czterech ekstraktow
z wyttokdw Rosa rugosa Thunb. uniemozliwial rozwo6j bakterii Lactobacillus casei
LOCK 0979.

Mimo ze wigkszo$¢ polifenoli spozywanych wraz z pokarmem roslinnym zostaje
bezposrednio wchtonigta po zjedzeniu, duza czgs¢ wtornych metabolitéw roslin trafia
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do jelit, gdzie w znacznym stopniu odpowiada za modulacj¢ mikroflory. Wsrod grupy
polifenoli, ktére wywierajag wptyw na mikroflore jelitowa ssakow wyrdznia sig: polife-
nole glikozylowane ramnozg, estry kwasu hydroksycynamonowego, lignany, czy pro-
cyjanidyny [1]. Ponadto bakterie jelitowe zdolne sg do metabolizmu polifenoli, takich
jak flawan-3-ol i mogg by¢ czynnikiem wplywajacym na powstawanie nowych zwigz-
koéw fenolowych (,,in situ”) — niekiedy cechujacych sie¢ wyzszg biodostepnoscig niz
substraty, z ktérych zostaty utworzone [19].

W badanych ekstraktach oznaczono zawarto$¢ procyjanidyn i wolnych katechin,
ktore uznawane sg za polifenole wplywajace na mikroflore jelit. Bakterie z rodzaju
Lactobacillus sa typowymi przedstawicielami mikroflory: jamy ustnej, zotadka, jelita
czczego 1 kretego, dwunastnicy oraz okr¢znicy. Tym samym mozliwe jest, aby nie-
strawione polifenole docierajace do poszczegélnych odcinkow przewodu pokarmowe-
go czlowieka w znacznym stopniu wptywaty na stopienh namnozenia bytujgcych w nim
bakterii. Niemniej jednak odpowiedz bakterii z rodzaju Lactobacillus jest zazwyczaj
cecha szczepowsa. Zalezy réwniez od grupy zwigzkoéw polifenolowych oraz ewentual-
nych uzdolnien metabolicznych bakterii.

Niewchtonigte polifenole moga dziata¢ jak aktywatory badz inhibitory wybranych
grup mikroorganizméow. W zaleznosci od struktury (podstawniki pier§cieni aromatycz-
nych) i stgzenia moga selektywnie hamowaé rozwoj patogenow, a stymulowa¢ wzrost
bakterii komensalnych — w tym takze szczepdéw uznanych za probiotyczne [5, 14, 15].
Z wielu badan przeprowadzonych na mikroflorze jelitowej cztowieka i ssakow (szczu-
row, $win) wynika, ze polifenole majg korzystny wplyw na wzrost bakterii z rodzaju
Lactobacillus [7, 26, 27, 28]. Rodriguez i wsp. [20] w swoich badaniach przedstawili
aktywno$¢ enzymatyczng bakterii Lactobacillus plantarum, dzigki ktérej mozliwe jest
degradowanie niektorych zwigzkoéw polifenolowych. Landete i wsp. [13] dowiedli, ze
Lactobacillus brevis wykazuje aktywnos¢ syntezy dekarboksylazy kwasu fenolowego.
Z kolei Tabasco i wsp. [23] wykazali, ze flawan-3-ol izolowany z nasion winogron
w stezeniu 1 mg/ml oraz 0,5 mg/ml w znacznym stopniu ogranicza wzrost bakterii
Lactobacillus gasseri LC9, Lactobacillus acidophilus LA-5 1 Lactobacillus fermentum
PNAL. Co ciekawe, flawan-30l izolowany z pestek winogron w st¢zeniu 0,25 mg/ml
moze sta¢ si¢ czynnikiem obnizajacym stopien namnozenia biomasy bakterii: Lactoba-
cillus casei LC-01 1 Lactobacillus plantarum CIC17, a jednocze$nie jest zdolny do
stymulacji wzrostu bakterii Lactobacillus casei IFPL7190 1 Lactobacillus plantarum
CLB7. Niekiedy rowniez flawon-3-ol izolowany z pestek winogron zupelnie nie
wplywa na stopien namnozenia biomasy bakterii takich, jak Lactobacillus bulgaricus
LBY-27. Tym samym mozna zauwazy¢, ze odpowiedz bakterii z rodzaju Lactobacillus
na dodatek do podtoza hodowlanego polifenoli izolowanych ze §rodowiska naturalne-
go jest cechg indywidualng (zalezng od gatunku, a nawet szczepu badanych bakterii).
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Na wzrost bakterii fermentacji mlekowej w duzej mierze wplyw mogly mie¢ roz-
ne grupy polifenoli zawarte w ekstraktach. Nawet niewielkie rdéznice w sktadach eks-
traktow oraz stezeniach polifenoli powodowaty, Ze reakcja bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus byla odpowiedzig szczepowa. Dalsza analiza interakcji migdzy polifenolami
zawartymi w wyttokach z pseudoowocow Rosa rugosa Thunb. a bakteriami z rodzaju
Lactobacillus powinna dotyczy¢ badania rdéznic we wzro$cie bakterii w zaleznosci od
stezenia polifenoli w podtozu hodowlanym. Tym samym zostalaby okreslona aktyw-
nos$¢ metaboliczna badanych szczepow bakterii Lactobacillus sp.

Whioski

1. Duza zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w otrzymanych ekstraktach z wytlokéw
z 167y potwierdza, ze wyttoki te moga stanowi¢ wartosciowy surowiec do pozy-
skiwania tej grupy zwigzkow.

2. Ekstrakty, ktore dodatkowo poddano oczyszczaniu technikg chromatografii ko-
lumnowej, zawieraja wigcej wybranych grup zwigzkow polifenolowych niz eks-
trakty surowe, zliofilizowane z pomini¢ciem tego etapu.

3. Stezenie polifenoli na poziomie 0,156 mg/ml ma prebiotyczny wptyw na bakterie
zrodzaju Lactobacillus, natomiast polifenole w stezeniu powyzej 0,156 mg/ml,
zawarte w ekstraktach z wyttokéw z pseudoowocoOw Rosa rugosa Thunb., dziatajg
jako czynnik ograniczajacy rozwdj bakterii z rodzaju Lactobacillus.

4. Bakterie z rodzaju Lactobacillus wykazuja wyzsza zdolnos$¢ do tolerancji polifeno-
li obecnych w liofilizowanych ekstraktach: wodno-etanolowym oczyszczonym
1 wodno-acetonowym surowym niz w ekstraktach: wodno-etanolowym surowym
i wodno-acetonowym oczyszczonym.

5. Bakterie z rodzaju Lactobacillus wykazujg najwigksza zdolnos¢ do tolerancji poli-
fenoli zawartych w zliofilizowanym oczyszczonym ekstrakcie etanolowym.
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IMPACT OF POLYPHENOLS FROM ROSA RUGOSA THUNB. PSEUDOFRUITS POMACE
ON GROWTH OFLACTOBACILLUS BACTERIA

Summary

As secondary metabolites of plants, polyphenols constitute a basic barrier for microflora that is con-
sidered to be morbific and pathogenic (viruses, fungi, bacteria). When consumed with food, the polyphe-
nols are able to produce many positive effects in the organisms of mammals (animals and human) and
birds. Attributed to them are not only antioxidant properties, but also blood pressure lowering, anti-
inflammatory and antimicrobial properties. Thus, when reaching the intestines, the undigested polyphenols
are responsible, to a large extent, for the modulation of intestinal microflora (including bacteria of the
Lactobacillus genus). Rosa rugosa Thunb. is one of the plants that contains large amounts of polyphenolic
compounds; it is one of the most popular species of wild rose occurring in Poland.

The objective of the research study was to assess the prebiotic potential of crude and purified polyphe-
nol extracts obtained from Rosa rugosa Thunb. pseudofruit pomace towards bacteria of the Lactobacillus
genus (including strains with the verified probiotic properties). The predominant groups of polyphenols
present in the extracts were ellagotannins and procyanidins. Also free ellagic acid, flavonols, and catechins
were present in the extracts. In addition, the purified extracts were characterised by a much higher content
of polyphenols in comparison to crude extracts. Furthermore, studies were performed on the prebiotic
potential of lyophilized extracts towards bacteria of the Lactobacillus genus (including the Lactobacillus
brevis LOCK 0944 strain with the verified probiotic properties) using turbidimetric method. Only poly-
phenols at a concentration of 0.156 mg/ml has a prebiotic potential towards the Lactobacillus bacteria.
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Higher concentrations of polyphenols contained in Rosa rugosa Thunb. pseudoftruit acted as a factor limit-
ing the increase in the biomass of Lactobacillus spp. bacteria.

Key words: Lactobacillus sp., bacteria growth, Rosa rugosa Thunb., polyphenols
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